




































































電位障害に関するエビデンスを in vitro 細胞実験で得ることが望ましいが、調査に用いる in vitro モデ
ルが存在しない。そこで本研究では、溶液流れにより光増感反応の酸素環境を改善するとともに、
低侵襲な in vitro 電位計測法を採用した。In vitro モデルの対照となる in vivo モデルでは、薄い心筋組
織と、安定した接触が可能な環状レーザカテーテルおよび環状電極カテーテルを採用した。そして、
これらのモデルで共通の電位障害基準を定義して、両モデルの光増感反応に対する応答を比較する






発拍動停止が生じない上限である 0.4 mm/s で未反応の溶液を流して、反応領域に酸素供給を行った。
酸素供給速度の改善は、流れが 0.02 mm/s のときと比較し約 9.7 倍と見積もられた。この in vitro モ
デルとの比較に用いる in vivo モデルとして、イヌ上大静脈壁の薄い心筋組織と、安定した接触が可
能な環状レーザカテーテルを用いて光増感反応を行い、洞調律伝導電位の減少を環状電極カテーテ
ルを用いて測定した。In vitro および in vivo モデルにおいて測定した活動電位の振幅減衰を用いて、
両モデルの実験結果を比較した。電位減衰が初期値の 1/e になるまでに必要なエネルギーを、in vitro
と in vivo 実験で比較したところ、それぞれ約 6 J/cm2および 2.6-3.9 J/cm2となり、オーダーが一致し
た。この結果より、in vitro および in vivo において同オーダーの効率で光増感反応障害が起きている
と考えられる。 
以上本研究では、in vitro モデルにおける酸素環境の改善および、共通の電位基準を用いた in vivo
実験との比較により、作成した in vitro モデルを使えば光増感反応による即時的な in vivo 活動電位に
対する酸化障害を検討できることを確認した。 
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The author established an in vitro myocardial cell model to investigate the immediate damage 
against action potential of myocardium by a photosensitization reaction using talaporfin sodium, as a 
basic study of proposed arrhythmia ablation method using the photosensitization reaction. A 
spontaneous action potential of myocardial cells and an electrical potential conducted through the 
myocardium were measured to confirm the similarity of this in vitro model to a in vivo model. 
A contact action potential measurement of rat myocardial cells using a multielectrode array and a 
fluorescence measurement of voltage-sensitive dyed cells were employed as less invasive action 
potential measurements during the photosensitization reaction in vitro. Measured action potential 
waveforms by the contact method were widely varied. This variation might be originated from a 
contact condition of the cells on the electrode. The author judged that this method was not 
appropriate to the purpose of this study. The action potential measurement with the voltage sensitive 
dye was relatively reliable under a stained condition considering the dye toxicity. The author 
employed the combination of this method and a solution flow to improve the oxygen supply in the 
photosensitization reaction area. The flow rate of 0.4 mm/s was used to keep the myocardial cells 
adhesion and spontaneous beats of the cells. Estimated improvement on the oxygen supply was 
9.8-fold larger than that of 0.02 mm/s. Thin myocardium inside of canine superior vena cava and a 
combination of a ring laser emission catheter and ring electrode catheter with stable contact 
capability were employed as an in vivo model to compare the in vitro action potential decrease. The 
author applied the same judgement criterion, 1/e potential decrease, to compare the in vitro and in 
vivo action potential decreases by the photosensitization reaction on the myocardial 
cells/myocardium. The energies required to reach this decrease were about 6 J/cm2 and 2.6-3.9 J/cm2 
in the in vitro and in vivo models, respectively. These results suggested that the oxidative damage by 
the photosensitization reaction on the myocardial cells in the in vitro model might have similar 
efficacy against the in vivo myocardium model.  
Therefore, the author concluded that proposed in vitro model with the improved oxygen supply 
 and less invasive action potential measurement may be useful to investigate the photosensitization 
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障害し、即時的な作用効果が得られる方式を提案している [5, 6]。 
不整脈のアブレーション治療作用の研究では、即時的な活動電位障害の調査に用いる in 
vitro モデルが存在しない。障害作用に対する即時的な心筋活動電位応答の評価は、主に in 
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vivo 実験において行われている [5, 7-9, 13, 14]。これら in vivo 実験の結果は、施術の技術レ
ベルの関与などの理由から、治療条件などを決めるための科学的エビデンスとして参考に
ならない (4.2 部参照)。したがって、光増感反応による酸化作用に対する心筋細胞の即時的
な活動電位障害を調査するためのモデルを、in vitro で作る必要がある。 
光増感反応が発生すると、モデル中の酸素が消費され、酸素濃度は減少する。In vitro モ
デルにおいて酸素は、溶液に物理溶解の形で存在している。光増感反応を行う in vitro モデ
ルは、基本的に外部からの酸素供給のない貯留系であり、このような系では光増感反応中
に酸素濃度減少、ときに枯渇が生じる [15, 16]。これに対して in vivo モデルでは、酸素が物
理溶解の他に、ヘモグロビンと結合する化学溶解でも存在している [17]。血中の化学溶解
酸素量は物理溶解酸素量の 60-100 倍程度ある [17]。In vivo モデルでは、さらに血流による
酸素供給がある。そのため in vitro モデルと比較して in vivo モデルでは、反応に使用できる
酸素が 2 桁程度多く、光増感反応中の酸素濃度減少や枯渇は生じにくい。そこで著者は、in 
vitro モデルにおいて灌流チャンネルを設計し、光増感反応中に反応領域に対して未反応の
溶液を流すことで、酸素を反応領域に連続的に供給した。 









	 本論文は 7 章から構成される。図 1-1 に本論文の構成を示す。 
	 本章では光増感反応による心筋細胞の即時的な活動電位障害を調査するための in vitro モ
デルの作成に関する本研究の背景と目的を述べた。 
	 第 2 章では、心房性不整脈 (主に心房細動) の病態と治療法を述べ、カテーテルアブレー
ション治療の課題を述べた。 
	 第 3 章では、光線力学的治療の原理と抗腫瘍効果および光線力学的治療を応用した心房
性不整脈のアブレーション技術について述べた。 
	 第 4 章では、光線力学的治療を応用した不整脈に対するアブレーション技術において、
光増感反応による心筋細胞における即時的な活動電位障害の調査を行う in vitro モデルの作
成の必要性を説明した。 
	 第 5 章では、多電極アレイを用いて光増感反応中の心筋細胞活動電位を計測し、酸化障
害による心筋細胞接触電位の変化に関して検討を行った。 
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	 第 6 章では、膜電位感受性色素を用いて光増感反応中の心筋細胞活動電位を計測し、実
験結果を in vivo 実験における心筋活動電位変化と比較した。In vitro 実験では溶液流れによ
り、光増感反応中の酸素供給を改善した。In vitro と in vivo の比較のために、共通に用いる
ことのできる電位評価基準を設定した。 
	 第 7 章では、第 5 章および第 6 章の検討から、本研究を総括した。 
 
1.4	 結言 
	 本章では、光増感反応中の心筋細胞における即時的な活動電位障害の調査に用いる in 
vitro モデルの作成に関しての本研究の背景と目的を述べ、本論文全体の構成を示した。  
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図 1-1	 本論文の構成 
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縮と弛緩は、図 2-1 に示す心筋内の刺激伝導系に電位興奮が伝搬することで生じる [1, 2]。
刺激伝導系の上端は上下大静脈と右心房の接合部付近にある洞房結節である。洞房結節で
興奮が生じるとまず心房筋が収縮する。心房筋の次に、心房中隔基底部の右心房側にある







動電位と各イオンの流出入を図 2-2 に示す。細胞外の電位を 0 mV としたとき、心筋細胞内
の電位は約-90 mV になっており、これを静止膜電位と呼ぶ。心筋細胞は静止膜電位が深い。




を介して結合している。ギャップジャンクションでは隣り合う細胞膜同士が 2-4 nm まで接
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ぶ。成人の洞調律は 60-100 回/min の脈拍数が正常値であり、これ以外を不整脈と総称する。
脈拍数が 100 回/min 以上を頻脈性不整脈、60 回/min 以下を徐脈性不整脈と呼ぶ [4]。頻脈




動と呼ぶ。発生開始から 7 日以内に停止するものを発作性心房細動、7 日以上持続するか、
持続が 7 日以内であっても人為的な停止措置を必要とするものを持続性心房細動と呼ぶ。
持続性心房細動が発症後 1 年以上持続すると長期持続性心房細動と呼び、さらに電気的・
薬理学的な除細動で停止しない状態を永続性 (慢性) 心房細動と呼ぶ [6-8]。発作性心房細
動のうち約 25%が 5 年で永続性心房細動となる [9]。心房細動の罹患者数はアメリカで約
223 万人 (1995 年) [10]、日本で約 72 万人 (2005 年) である [11]。アメリカの報告では、50
代の罹患率が約 0.5%であるのに対し、60 代で約 2%、70 代で約 5％、80 代で約 9%と、罹
患率は加齢と共に増加する [12, 13]。日本においては、高齢化により 2050 年までに罹患者











性興奮の起源の 88.8%が肺静脈付近にあることを示した [19]。この報告が 2.3 部で示す不整
脈アブレーションの爆発的普及のきっかけとなった。肺静脈と左心房の接合部には、心筋
鞘 (myocardial sleeve) と呼ばれる心筋が内側にくさび状に分布している [14, 20, 21]。上大
静脈の内部には、奇静脈分岐まで右房より続く心筋組織が分布している [22]。これらの心
筋細胞は洞房結節と類似した浅い静止膜電位を持つため、異所性興奮発生の原因となると





















遮断する治療である。1980 年代の Kent 束と呼ばれる副伝導路のアブレーション、ヒス束ア
ブレーションなどを経て [27]、1998 年に報告された Haïssaguerre らの左心房肺静脈におけ
るアブレーションによる心房細動治療により急激に発展した [19]。日本では 1994 年に保険
適用が認められたのち、急速に普及した [26]。日本全国の循環器・心臓血管外科を持つ施
設のうち約 60%が回答した調査によると、2017 年度のカテーテルアブレーションの実施件
数は 7.4 万件であり、2013 年度の 4.7 万件から年々増加している [28]。心房細動のアブレー
ション治療の目標は、異所性興奮からの電気信号の伝搬の遮断である。異所性興奮の起源
の約 9 割が肺静脈付近にあるため (2.2.2 節参照)、左心房から 4 本に分岐する肺静脈の入り
口部を囲う肺静脈隔離術がほぼ全例で行われる [27]。心房細動の根治には複数回のアブレ
ーションを適用することが多く、発作性心房細動に対する肺静脈隔離術を 1 回行った場合、










利用し、心筋組織を熱凝固する。通電条件は周波数 500-750 kHz、電力 20-50W、通電時間
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が登場した当初は、カテーテル先端にキャップ状の長さ 4-8 mm の電極がついたアブレーシ
ョンカテーテルを用いて、点状の障害領域を作成し、これを少しずつ繋げて遮断線にする
point-to-point アブレーションが主流であった。Point-to-point アブレーションでは、一ヶ所 60 
s で直径 3-5 mm の凝固領域を作るため時間がかかるうえ、ライン形成に術者のスキルが影
響しやすいという課題がある。また、過度な温度制御を抑制する目的で先端から生理食塩
水を注入できるイリゲーションカテーテルも登場している。高周波通電中に 17-30 mL/min
の生理食塩水を注入するため [36]、総注入量は 1-1.5 L となり、患者への侵襲が懸念される 
[37]。 
	 高周波カテーテルアブレーションの合併症は主に治療時の組織の過加熱により生じる 
[38]。2000-2010 年に実施された 93,801 症例における合併症の発生率は総計 6.29%であった 
[39]。カテーテル電極に付着した血液が熱により凝固して血栓が生じると、無症候性大脳塞
栓症 (2-15%)、脳卒中 (0-2%) や、冠状静脈狭窄/塞栓 (<0.1%) が発生する。また、左心房
の後方に位置する食道や横隔神経まで熱凝固による障害が達すると、食道瘻 (0.02-0.11%) 
や横隔神経麻痺 (0-0.4%) が生じる。心膜腔に血液が貯まる心タンポナーデ (0.2-5%) は、








術時間が約半分に短縮される [41]。2012-2015 年にかけて実施された大規模臨床治験 (FIRE 












ョンデバイスとして、レーザーバルーン (HeartLight®, CardioFocus, マールボロ, アメリカ) 
や高周波加熱ホットバルーン (SATAKE Hot balloon®, 東レ, 東京) がある。レーザーバルー
ンは水で満たされたバルーン内から波長 980 nm、5.5-12 W のレーザ光を心筋に照射し、心
筋組織の光吸収による発熱および熱伝導により組織を熱凝固壊死させる [46, 47]。高周波加
熱ホットバルーンは、バルーン内のコイル上の電極と患者背部に貼り付けられた対極板と


















テーテルは通常 5-7 Fr の太さで、2-10 極の単極あるいは双極電極対がついている。単極電
極の場合、カテーテル先端とカテーテル近位部にある参照電極との間の電位差が測定され
る。一般に計測電極の間隔は 5-10 mm である。参照電極を生体内電気活動が発生しない場
所に留置するため、電極直下の心筋活動電位を計測できるという利点がある。双極電極の
場合、一般に 2 mm 間隔の 2 つの電極間の差分が測定される。各双極電極間の間隔は一般に
5-10 mm である。単極電極と比較しノイズが少なく安定した計測が行える。また、電気信号




2.4.2	 3 次元マッピング法 
	 従来、術者は電位情報と 2 次元 X 線透視画より心内のカテーテルの位置を把握し、治療
を行ってきた。これらの情報に、計測した 3 次元的な解剖学的情報を加味して表示する方
法が、3 次元マッピング法である [50, 51]。主要な装置として CARTO® system (Biosense 
Webster, アーバイン, アメリカ) とEnSite® (St. Jude Medical, セントポール, アメリカ) があ
る。CARTO® system はカテーテル電極による心内心電図と、磁気を利用して得られるカテ







2-3 (b) に示す専用の 64 極バスケットカテーテルを用いて一心拍で 3,360 ヶ所もの仮想電位
を同時に記録することが可能である [52]。心腔内にバルーンを入れると、体表面心電図の
電位をリファレンスとして心内膜面の遠隔電場電位が記録される。得られた電位情報から
ラプラス逆変換より仮想単極電位が作成されることで図 2-3 (b) に示すような 3 次元的な電
位マップができる [52]。1 心拍周期でデータ採取は終了するが、計算には時間がかかる。透
視を用いずに心腔の形状と電位情報が得られるが、カテーテル電極で計測した電位と異な
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図2-1	 心臓の刺激伝導系 (文献 [1] 大谷修, 堀尾嘉幸, カラー図解 人体の正常
構造と機能 II 循環器, (坂井建雄, 河原克雅編), 第 1 版, 東京: 日本医事新報社, 
2002, p. 15 より。日本医事新報社より許可を得て引用)  
  





図 2-2	 心筋細胞の活動電位とイオンの流出入 [3] 
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Hotballoon 13 Fr 150 W 
※画像の引用元 
・サーモクールスマートタッチ®SF：https://www.jnj.co.jp/jjmkk/doctor/products/biosense/ 
biosense_pro.html (2019/01/10 閲覧) より。ジョンソン・エンド・ジョンソンより許可を得て
引用。 
・Actic Front Advance™：日本メドトロニックより許可を得て引用。 
・HeartLight®：https://www.jll.co.jp/information/2014/1219.html (2019/01/10 閲覧) より。日本
ライフラインより許可を得て引用。 
・SATAKE Hot balloon®：https://www.toray.com/satakehotballoon/ja/medical/index.html 
(2019/01/10 閲覧) より。東レより許可を得て引用。 








図 2-3	 3 次元マッピングシステム  
(a) CARTO システムの通常型心房粗動の 3 次元電位マッピング画像 (文献 [50] 
福本耕太郎, 副島京子：三次元マッピング法. EPS―臨床心臓電気生理検査, (井上
博, 奥村謙編), 第 2 版, 東京: 医学書院, 2010, p. 31 より。医学書院より許可を得
て転載) 
(b) Ensite arrayプローブと心房頻拍の 3次元電位マッピング画像 (文献 [52] P. A. 
Friedman, Heart, 87, 580, 2002 より。BMJ Publishing Group より許可を得て引用) 
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ギー機構を図 3-1 に示す [1, 2]。基底状態 (S0) の光感受性薬剤が、その吸収帯波長の光を
吸収すると励起一重項状態 (S1) となる。励起一重項状態の光感受性薬剤は蛍光を発して基
底状態に戻るか、項間交差により励起三重項状態 (T1) に移行する。励起三重項状態の寿命
は 10-6-10-5 s と長いため [3, 4]、多くの励起三重項状態分子が周囲の分子に作用する。生体
内や空気中など酸素の多い環境で光増感反応が生じるとき、励起三重項状態の光感受性薬
剤分子は酸素と反応し、Type I および Type II 反応を生じる。励起三重項状態の光感受性薬
剤 PS (T1) と隣接分子 A あるいは酸素分子との電子交換より生じるラジカル反応または酸
化還元反応が Type I 反応であり、以下の式 (3-1) に示す複数の反応経路がある [5, 6]。 
PS(T%) + A → PS・* + A・+ 	 	 	 	 A・+ + O- . → A/0  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 or 
PS・* + O. → PS(S1) + O.・*  O.・* + A → A/0  
 PS(T%) + O- . → PS+ + O.・*	 	 	 	 O.・* + A → A/0  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 or 
PS+ + A → PS(S1) + A・+ 
A・+ + O- . → A/0 
(3-1)	
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いずれの Type I 反応経路においても、最終的に隣接分子 A の酸化物が生成される。Type II
反応では、励起三重項状態の光感受性薬剤が周囲環境に存在する酸素分子にエネルギーを
移乗する。式 (3-2) に示すように三重項基底状態 (3O2) にあった酸素分子はエネルギーを
吸収して励起一重項状態 (1O2) の活性酸素種となり [2, 3]、これが生体内で起これば周囲の
生体組織に酸化障害を与える。 PS(T%) + O- . 																		6⎯⎯⎯⎯8 PS(S1) + O% . 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 												(3 − 2) 
Type I, II 反応のうち、どちらの反応が生体組織障害に支配的になるかは、周囲の環境や光感
受性薬剤の特性から決まる。Type I 反応は生体組織と直接反応する機構であるため、光感受
性薬剤と隣接分子が 10 Å 以内に接近している必要がある。生体内でこの距離を実現できる
ような高薬剤濃度を実現することは難しい [2, 3]。一方 Type II 反応は、生体内の溶存酸素
が励起三重項状態の光感受性薬剤とその寿命 (10-6-10-5 s) 内に衝突すると生じる。よって生
体内のような酸素分圧が高い環境下では、Type II 反応が支配的となる [3]。Type II 反応で生
成する一重項酸素の寿命は液中で 10-50 ns であり、反応は発生した一重項酸素の周囲、半径








る [3]。現在我が国で光線力学的治療用に認可を受けている光感受性薬剤 (物質名) は、ポ
ルフィマーナトリウム (Pfizer, ニューヨーク, アメリカ)、タラポルフィンナトリウム 
(Meiji Seika ファルマ, 東京)、ベルテポルフィン (Novartis, バール, スイス) の 3 種類であ
る。各薬剤の構造式を図 3-2 に示す。第一世代光感受性薬剤のポルフィマーナトリウムは、
ブタ血液由来のヘマトポルフィリン二塩酸塩を原料とし合成されたポルフィリンの多量体
である。ポルフィマーナトリウムの Q 帯吸収ピーク波長は 630 nm にあり、この波長でのモ
ル吸収係数は 1.2×103 M-1cm-1、一重項酸素の量子収率は 0.25 である [12]。励起には波長 630 
nm のエキシマダイレーザーを用いる。ポルフィマーナトリウムは親油性の薬剤であり、細
胞内で主にミトコンドリアに集積する [13]。ポルフィマーナトリウムは体内からの排泄が









て NPe6 (新日本石油化学, 神奈川)、ME2906 (Meiji Seika ファルマ, 東京)、LS11 (Light 
Sciences, スノコルミー, アメリカ) などがある [15-18]。波長 664 nm に Q 帯、波長 400 nm
に Soret 帯の吸収ピークを持つ。励起には波長 664±2 nm の半導体レーザを用いる。ポルフ
ィマーナトリウムの励起波長 630 nm と比較したとき、664 nm ではヘモグロビンの吸収係数
が約 30%小さいため、生体内光侵達長が長く [19, 20]、治療深度は 10 mm 以上である [19]。
Q 帯ピーク波長での吸収がモル吸光係数 4×104 M-1cm-1 と大きいため、一重項酸素生成量子
収率が 0.77 と高い [21]。タラポルフィンナトリウムは水溶性かつ両親媒性の薬剤であり 
[22]、細胞内にはエンドサイトーシスで取り込まれ、主にライソソームに集積する [19]。タ
ラポルフィンナトリウムは生体からの排泄が比較的早く [23]、光線過敏症を予防するため




テポルフィンの Q 帯の吸収ピークは波長 690 nm にあり、この波長でのモル吸収係数は
3.4×104 M-1cm-1、一重項酸素の量子収率は 0.79 である [12, 24, 25]。励起には波長 689±3 nm
の半導体レーザを用いる。親油性の薬剤であり、細胞内では主にミトコンドリアやリポソ
ームに集積する [22, 26]。光線過敏症を予防するための遮光期間は 2-5 days と短い [24]。ベ
ルテポルフィンは商品名ビスダインとして、加齢黄斑変性症における網膜新生血管治療に
認可されている (3.2.4 節参照)。 
光線力学的診断用に認可を受けている薬剤として、アミノレブリン酸塩酸塩 (ノーベルフ
ァーマ, 東京) がある [27]。光線力学的診断とは、光感受性薬剤を励起した際に発生する蛍
光を用いて腫瘍の位置を判定する診断法である。アミノレブリン酸それ自体は光感受性薬
剤ではなく、代謝物として生成するプロトポルフィリン IX が光感受性を持つ物質である。
波長 400-410 nm の励起により生じる波長 635 nm 付近の赤色蛍光により、腫瘍の位置を特定
する。 
 




いう特徴 (集積性) を利用している [3]。光感受性薬剤は、血中で主に低比重リポタンパク 
(Low density lipoprotein: LDL) と結合して存在している。腫瘍細胞は増殖を維持するために、
膜上に LDL レセプターを多く発現しており、LDL と結合したポルフィリン化合物を積極的





















瘍組織と同様に LDL の取り込みが増加しているので、光感受性薬剤が選択的に集積する 
[24]。励起光の照射を行うと、産生した一重項酸素により新生血管内皮が局所的に障害を受
け、血管閉塞が起こる [24]。 




















ション技術を提案している [35, 36]。本提案の構想を図 3-3 に示す。この治療構想では、非
熱的に生じる光増感反応の酸化力を利用する。提案法で採用しているタラポルフィンナト
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図 3-2	 光感受性薬剤の構造式  
(a) ポルフィマーナトリウム [14] 
(b) タラポルフィンナトリウム [15] 
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第 4 章	 光線力学的治療による心筋細胞の活動電位障害を研究する







調査に適した in vitro モデルが無く、検討が欠落している。著者らが提案する新しいアブレ
ーション技術においても、心筋活動電位に対する即時的な酸化障害効果の調査に用いる in 
vitro モデルが存在しないという問題がある。本章では、アブレーション治療における心筋
の即時的な活動電位障害に関する in vitro 基礎研究の必要性と、その検討に用いる in vitro モ
デルの提案について述べる。 
 







アブレーション技術 (3.3 部参照) の基礎研究の報告をそれぞれ図 4-1 (a), (b) にまとめた 
[3-30]。心筋の電気伝導に対する即時的な作用の評価は、主に in vivo 実験において行われて
いる [3, 4, 16, 17, 19, 21]。In vitro 細胞レベルの実験は細胞の活性評価や死細胞率の計測にと
どまり [5, 16, 18, 22-24, 26, 28-30]、活動電位障害調査は行われているものの、報告例は少な
い [6, 25, 27]。In vitro、in vivo、臨床研究と段階的なエビデンスの積み上げによって成り立





ほぼ同一と言えるが、左心系の解剖学的構造 (左心房、肺静脈) は動物種により全く異なり 
[31, 32]、同一種間でも個体差が大きい [33]。遮断ラインの形成には組織深度方向の障害深
さとその均一性、さらに心筋厚みが関与しており、遮断の可否のみではアブレーション作
用の正確な評価ができない。特に 1 点ずつ焼灼を行う point-to-point アブレーション法では、
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アブレーション作用量と電気伝導特性の関係に、1) カテーテル操作に関する術者の手技、
2) カテーテルと組織の接触、3) 組織の解剖学的構造、4) カテーテルの形状・柔軟性など
カテーテルと心筋表面の接触に関する性能、といった要素が影響を及ぼす [34]。その結果、
アブレーション作用による電気伝導の遅れや遮断から定量的な治療作用を評価するのが困
難である。以上のように in vivo の電気伝導特性評価モデルには最終結果の遮断に関わる複
数の不確定な要素があり、既存の報告が治療条件を決めるための科学的治療効果エビデン
スとして参考にならない。不整脈のアブレーション治療はモニター技術が発達していて、X
線透視装置、心内心電図モニター、3 次元電位マッピングナビゲーションシステムの 3 つに
高性能で高価な装置が必要である。このように高度な工学的技術がふんだんに投入されて





化障害作用に対する即時的な活動電位障害を in vitro で検討できるようにして、臨床へとつ
ながる最も基礎の部分の科学的エビデンスを固めるべきである。 
 
4.3	 In vitro における活動電位障害検討モデルの設計における課題 











[43]。In vitro 実験において心筋細胞の集団寸法、ネットワーク形状を in vivo により近い状
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用いた頻脈性不整脈のアブレーション技術の基礎検討として、酸化障害作用と心筋活動電
位の関係を in vitro で研究するためには、単一または小さい心筋細胞集団における新たな評




活動電位障害を検討する in vitro モデルの提案 
	 本研究では、in vivo 心筋組織に対する光増感反応による活動電位障害の調査に用いる、in 
vitro心筋細胞モデルの作成を目的とする。In vitroモデルと in vivoモデルを比較することで、
in vitro モデルが in vivo 状況をどの程度反映するかを確認できる。この比較のため、両モデ
ルにおいて測定できる活動電位振幅を評価に採用した。In vitro および in vivo モデルで活動
電位振幅を評価に使用できる理由を 4.4.1 節で述べる。In vitro と in vivo の比較の際、光増
感反応の観点では反応効率に関与する酸素環境の違いが最も懸念される。両モデルでの酸
素環境の違いと、in vitro モデルで実施した酸素供給の改善について 4.4.2 節で述べる。 
 









心筋細胞が発する電位が計測対象となる [60, 61]。本実験においては 102-103 個の心筋細胞
が発する電位を対象とし、5.2.1.1 項および 6.2.1.3 項に述べる 2 種類のできるだけ低侵襲な
活動電位計測法を用いた。 













る 664 nm 光の心筋組織における光侵達長は、6.4.3 節記載の実効的な減衰係数の逆数から
0.85 mm と計算されるため、この程度の厚みを持つ組織を使用することが望ましい。 
本研究では、in vitro では心筋細胞の自発電位を、in vivo では洞房結節で発生し心筋組織
を伝搬した洞調律を測定している。電位の発生起源は異なるが、どちらの活動電位も心筋
細胞の脱分極により生じたという点は同じであるため、イオンチャネルの機能を示してお
り、in vitro と in vivo の障害作用効果の比較にあたって活動電位振幅に対して同一の基準を
適用して差し支えないと判断した。 
 
4.4.2	  In vitro および in vivo モデルにおける酸素環境の違いと in vitro にて実施した改善 
In vitro と in vivo の作用検討結果を比較するには、光増感反応の観点では反応効率に関与
する酸素環境の違いが最も問題である。In vitro モデルにおいて酸素は溶液中に溶解し、物
理溶解の形で存在している。これに対して in vivo モデルでは、血液中に物理溶解している
酸素の他に酸素がヘモグロビンと結合した状態で存在し、これを化学溶解と呼ぶ [62]。一
般に、血中の化学溶解酸素量は物理溶解酸素量の 60-100 倍あるため [62]、in vitro と比較し
て in vivo モデルでは反応に使用できる酸素がかなり多い。酸素供給がなく、物理溶解酸素
しかない in vitro 実験系においては光増感反応中に酸素濃度減少あるいは枯渇が生じる [22, 
63]。著者らが実施する頻脈性不整脈のアブレーションの基礎検討では、細胞膜を標的とし
た光増感反応を行うため [16, 18]、細胞の外側に薬剤が高濃度に分布した状態で光増感反応
を起こす [16, 18]。そのため、従来の悪性腫瘍治療の基礎検討よりも反応が活発に生じ、in 
vitro 実験系において酸素不足がさらに生じやすくなることが予想される。反応中に酸素不
足の恐れのある in vitro モデルと、化学溶解で豊富な酸素を持つ in vivo モデルで光増感反応
による活動電位障害を比較するには、in vitro モデルの酸素状態を in vivo モデルに近づける
必要がある。本実験では in vitro モデルにおいて灌流チャンネルを設計し、光増感反応中に
反応領域に対して未反応の溶液を流すことで、酸素を連続的に供給するという改善を実施
した (6.2.1.2 項参照)。 
 
4.5	 結言 
	 本章では、細胞外光増感反応による心筋細胞の活動電位障害を研究するための in vitro モ
デルを提案した。In vitro モデルが in vivo 状況をどの程度反映するか確認するため、心筋細
胞の自発電位および心筋活動電位の振幅に着目し、in vitro モデルと in vivo モデルを比較す
る。光増感反応に関して、in vitro モデルの酸素環境は in vivo 大きく異なるため、灌流チャ
ンネルを用いて溶液を流すことで酸素供給の改善を実施する。  
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図 4-1	 カテーテルアブレーションに関する基礎研究報告のまとめ 
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	 この実験では、細胞の接触電位計測に 64 チャネル微小電極アレイシステム (MED64, ア
ルファメッドサイエンティフィック, 大阪) を使用した。本システムで用いる培養皿には図
5-1 に示すように 8×8 の 64 個の計測用電極がパターニングされており、この上で細胞を培
養することで細胞接触電位を計測できる。検出電極は一辺が 50 μm の正方形で、450 μm ご
とに配列されている。検出電極の外側には 4 つの参照電極があり、64 個の検出電極と中心




64 の電極において同時計測された電位を増幅率 47 dB で電圧増幅し、ノイズ除去のため
1-104 Hz のバンドパスフィルタを通した。その後、計測電位をシステム付属の専用ソフトで
サンプリング周波数 20 kHz、16 bit にてデジタイズし、専用のパソコンに記録した。この多
電極アレイシステムを使用した報告例は多いが、細胞や組織の播種や培養の標準的な方法
は定められていない。5.2.1 節の実験では、培養皿上での細胞培養に際して正確な電位計測
を行うため以下の工夫を実施した。1) 図 5-1 に示すように、参照電極上に細胞が接触せず、
計測電極の周辺に均一に細胞を播種するために、参照電極と計測電極を隔てるようにシリ
コーン製の O リング (内径 6.8 mm、線径 1.9 mm) を接着した。2) 細胞の計測電極に対する
接着性を高めるためコーティング剤としてタイプ I コラーゲン (Rat tail, Thermo Fisher 
Scientific, ウォルサム, アメリカ) 溶液を電極上にコーティングした。 
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5.2.1.2	 心筋細胞の培養とタラポルフィンナトリウム溶液の調製 
	 日齢 1-4 日の新生仔ラットの心室から採取した浮遊心筋細胞 (心筋細胞培養キット T-2・
浮遊, コスモ・バイオ, 東京) を、培養皿に接着した O リングの内部 6.8 mmφ (36 mm2) に播
種密度 1.7×103 cells/mm2 にて播種した。電極上で細胞が点在したり、細胞の密度が低い場合、
接触電位計測においてS/N比の高い信号が得られない。上記の播種密度は予備実験 (不記載) 
にて播種密度を 7.2×102-8.8×103 cells/mm2 の範囲で変化させたとき、播種領域内に細胞が均
一に接着し、半数以上の電極において安定して接触電位計測が行えることを確認して採用
した。細胞培養培地 (D-MEM/F-12, Thermo Fisher Scientific, ウォルサム, アメリカ) に 10%
ウシ胎児血清 (Thermo Fisher Scientific, ウォルサム, アメリカ) および 10 U/mL ペニシリ
ン・10 μg/mL ストレプトマイシン (Thermo Fisher Scientific, ウォルサム, アメリカ) を混合
した溶液を培養用培地として用いた。心筋細胞は 37℃、5% CO2 に設定されたインキュベー
タ内で培養し、1 日おきに培地交換を行った。心筋細胞は培養後約 3 日目から細胞が密集し
たクラスターを形成する。さらに数日経つとクラスターごとに拍動するようになる。光増
感反応は播種した細胞の全域において拍動が安定した培養 5-7 日目に行った。前述の培養用
培地を溶媒とし、タラポルフィンナトリウム (Meiji Seika ファルマ) 溶液を調製した。溶液









ためである。タラポルフィンナトリウムの Q 帯吸収ピークである 664 nm に中心波長をもつ
連続波長赤色半導体レーザ (Optical Fuel, ソニー, 東京) を光感受性薬剤の励起に用いた。
タラポルフィンナトリウムの吸収スペクトルとこの実験での励起波長を図 5-2 に示す。励起
光はコア径 200 μm、NA = 0.37 の石英光ファイバー (WF200/220P37, CeramOptec, ボン, ドイ
ツ) により伝送し、球面平凸レンズ (30 mmφ, FL = 35 mm) (SLSQ-30-35P, シグマ光機, 埼玉) 
によりコリメートした。コリメート光ビームの光強度は均一でないため、ビームプロファ
イラ (BeamGage®, Ophir Photonics, エルサレム, イスラエル) を用いて強度の分布を測定し、
中心付近の±10%強度の光を照射に使用した。この光ビームを 7 mmφ のアパーチャーで切
り出して培養皿に接着した内径 6.8 mmのOリング内部全域に励起光照射が行えるようにし
た。励起光強度はパワーメーター (PS19Q, FieldMaxII-TOP, Coherent, サンタクララ, アメリ
カ) で計測し 86 mW/cm2 とした。光増感反応中の溶液温度を 37℃に保つために、培養皿の
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培養皿内の培養用培地を吸引除去し、5.2.1.2 項記載の方法で調製した 30 μg/ml のタラポ
ルフィンナトリウム溶液 1 ml を培養皿に注入した。このとき培養皿内の溶液液厚みは 2.9 
mm である。タラポルフィンナトリウムが 30 μg/ml のとき、ランバートベールの法則により、
培養皿の上から照射した励起光は底面に達するまでに約 6 割減衰すると見積もられる [3]。
光感受性薬剤が細胞内に取り込まれる前、すなわち細胞外に主に分布した状態で光増感反
応を行うために、タラポルフィンナトリウム溶液が心筋細胞へ接触してから光増感反応の
励起光照射開始までの時間を 3 min 以内とした [4]。励起光は上記の減衰を考慮し 5.2.1.3 項
記載の方法で調節し、86 mW/cm2 で 600 s 間照射した (N=3)。このとき放射照射量は 51.6 
J/cm2 となる。光感受性薬剤濃度 30 μg/ml のとき、この放射照射量で約 50%の細胞死が起こ
ることが確認されている [2]。心筋細胞の自発拍動により発生する電位の 64 電極同時の計
測は、光増感反応開始 60 s 前から行い、600 s 間の光増感反応中および光増感反応終了 60 s
後まで継続して行った。光増感反応による心筋細胞の形態変化を観察するために、反応の




	 図 5-3 (a) に本研究で測定した心筋細胞の自発拍動による接触電位波形のうち、報告され
ている心筋細胞の接触電位波形と類似の形状の波形を示す [5-7]。接触電位波形は 2 相性で、
ベースラインからの鋭い立ち上がりとそれに続く急峻な電位降下 (第 1 相) と、緩やかな立
ち上がりと小さいピーク (第 2 相) から成り立っていた。第 1 相の負のピークはナトリウム
イオンチャネル電流、第 2 相の 1 つ目のピークは L 型カルシウムイオンチャネル電流、2 つ
目のピークはカリウムイオンチャネル電流を反映することがわかっている [5-7]。64 電極で
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5.2.2.2	 光増感反応による心筋細胞接触電位変化および心筋細胞形態変化 
	 接触電位波形を解析する電極として、光増感反応開始直前の 10 拍動における波形の第一
相の負のピークの絶対値 (以下、第 1 負ピーク値) が 0.5 mV 以上の電極を選択した。図 5-3
で示した形状の波形における第 1 負ピーク値の、光増感反応開始 30 s 前から光増感反応時
間 60 s までの変化を図 5-4 に示す。光増感反応開始前の第 1 負ピーク値は比較的安定してお
り、30 s 間の平均値は 1.14±0.03 mV であった。光増感反応開始とともに第 1 負ピーク値は
単調に減少した。図 5-5 に同一の培養皿内の 7 個の電極で計測した放射照射量 10 J/cm2 まで
の第 1 負ピーク値変化を示す。電位は光増感反応開始直前 10 拍動の第 1 負ピーク値の平均
で正規化している。第 1 負ピーク値の変化は以下の式 (5-1) の指数関数に最小二乗法を用
いてフィッテングした。 
	 	 	 	 	 𝑦 = 𝛼 exp(𝛽𝑡) + 𝛾	 	 																		 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (5 − 1) 
t は光増感反応の励起光照射時間、y は正規化された第 1 負ピーク値である。フィッテング
の結果、各係数は α = 0.87、β = -0.06、γ = 0.09 となり、このとき決定係数 R2 は 0.98 であっ
た。接触電位が初期値の 1/e に達する減衰時間は 20.1 s であった。この減衰時間に関する検
討は 6.4.3 節を参照されたい。 













	 光増感反応により接触電位の第 1 負ピーク値は指数関数的に減少し、その値が初期値の
1/e に減衰したのは反応開始から 20.1 s 後であった。この減衰時間を、5.2.1 節の実験と同様
に光増感反応によるイオン動態の変化を測定している 2 つの報告と比較する [14, 15]。比較
に用いた 2 つの報告では蛍光色素により細胞内のカルシウムイオン濃度変化を測定してお
り、5.2.1 節の実験と同タイプの細胞、同じ光感受性薬剤を用いている。5.2.1 節の実験と同
じ光感受性薬剤濃度 (30 μg/ml)、約 1.2 倍の放射照度 (103 mW/cm2) で実施された計測では、
心筋細胞の周期的な拍動に伴うカルシウムイオン濃度の周期的な変化が光増感反応開始か
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ら 14±6 s で消失しており、これはイオンチャネルや細胞膜障害により電位依存性カルシウ
ムイオンチャネルからのカルシウムイオンの流入が停止したためと予想されている [14]。
一方で、5.2.1 節の実験の約 0.7 倍の光感受性薬剤濃度 (20 μg/ml) および放射照度 (60 
mW/cm2) で実施された計測では、細胞膜に空いたポアからの細胞質の細胞外への流出に起
因すると予想される細胞内カルシウムイオン濃度の減少が、光増感反応開始から約 450 s で









	 5.2.1 節の実験により、心筋細胞接触電位の第 1 負ピーク値が光増感反応の進行とともに
減少することが明らかになった。実際、活性酸素種の酸化障害により、活動電位に関わる
ナトリウムイオンチャネルの機能は低下する [16]。よって、心筋細胞接触電位の第 1 負ピ
ーク値の変化を観察すれば、光増感反応による活動電位障害を測定できる可能性がある。 
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元的な接触状態が影響することが予想される [14, 18, 19]。1) に関して、電極上の細胞の水
平面 (x, y) での密度の違いに関係するか検討した。 
 
5.3.2	 実験方法 
	 光増感反応前に 5.2.1.4 項記載の方法で撮影された心筋細胞の位相差顕微鏡画像を利用し
た。画像内で心筋細胞が密集している部分は画像の輝度が高くなることを利用し、画像の
輝度 (細胞密度) と電位振幅の関係を調査した。白黒の細胞画像の輝度を 8 bit 変換し、輝度
を 0-255 で表示した。画像間の正規化のために、1 つの画像で黒い電極部分の輝度を 0、細
胞が密集し輝度が高くなっている部分の輝度が 255 となるようにした。接触電位法の電極
周囲の測定範囲は特定できていないため、電極の幅を d としたとき、電極と中心を同じく
した一辺 2d および 3d の正方形で表される 2 つの領域を仮定し輝度の解析領域とした。解
析領域内全域で輝度を合計し、輝度の合計値と解析領域内の電極で計測された電位波形振




	 図 5-7 に心筋細胞画像の輝度と第 1 負ピーク電位の絶対値の関係を示す。2d および 3d ど
ちらの領域においても、輝度の上昇とともに振幅電位が大きくなる右上がりの傾向があっ
た。しかし輝度と振幅の関係に直線近似を行ったところ、決定係数 R2 は輝度領域の一辺 2d
および 3d でそれぞれ 0.11、0.18 となり、明確な相関関係は得られなかった。 
 
5.3.4	 考察 
	 5.3.2 節の実験では、電極上の水平面 (x, y) での細胞密度と接触電位振幅の関係を調査し
た。画像から解析した輝度と振幅に明確な相関関係がなかったことから、xy 方向の細胞接
着密度が電位振幅におよぼす影響は確認できなかった。よって、波形バリエーション (5.3.1
節参照) は電極の法線方向 (z 方向) の細胞接着状況の変化により生じている可能性がある。
実際、接触電位計測をシミュレートする回路では、細胞と電極の間に抵抗成分が設置され
ていることも [18, 19]、z 方向の細胞接着状況が波形形状に影響することを示唆している。
また、光増感反応後に観察された細胞の剥離や膨化から、光増感反応に伴う波形バリエー
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図 5-1	 光増感反応中における心筋細胞接触電位計測の実験系 
(文献 [21] M. Doi et al., Lasers Med Sci, 32, 1874, 2017 より。Springer Nature より許
可を得て引用) 
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図 5-3	 ラット心筋細胞の自発拍動による接触電位波形 
(a) 文献報告と類似形状の接触電位波形 (文献 [21] M. Doi et al., Lasers Med Sci, 
32, 1875, 2017 より。Springer Nature より許可を得て引用) 


























図 5-4	 光増感反応前および反応中の心筋細胞接触電位の第 1 負ピーク変化の代
表例 

























図 5-5	 光増感反応中の心筋細胞接触電位の第 1 負ピーク変化 (N=7) 
ただし、計測できた電極のみの結果である。 
(文献 [21] M. Doi et al., Lasers Med Sci, 32, 1875, 2017 より。Springer Nature より許
可を得て引用) 
  





























y = 0.87exp(-0.06t) + 0.09
R2 = 0.98




図 5-6	 光増感反応前後の心筋細胞形態変化の位相差顕微鏡画像 
(a) 光増感反応前 
(b) 光増感反応後 
(文献 [21] M. Doi et al., Lasers Med Sci, 32, 1876, 2017 より。Springer Nature より許
可を得て引用) 
  
100 μm 100 μm
(a) (b)







図 5-7	 心筋細胞の位相差顕微鏡画像輝度と電位振幅の関係 
(a) 輝度の解析領域: 電極の幅を d としたとき、電極と中心を同じくした一辺 2d 
(b) 輝度の解析領域: 電極の幅を d としたとき、電極と中心を同じくした一辺 3d 
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第 6 章	 膜電位感受性色素を用いた細胞外光増感反応による心筋細





測定する手法として、膜電位感受性色素を使用した。光増感反応の観点で in vitro モデルと
in vivo モデルを比較すると、酸素環境が大きく異なっている。In vitro モデルの酸素供給を
in vivo に近づけるために、タラポルフィンナトリウム溶液の灌流系を設計した。光増感反応
による活動電位変化を in vitro モデルと in vivo モデルで比較するために、両モデルで共通に
測定できる電位振幅に関する基準を定義した。定義した電位基準を用いて in vitro および in 
vivo 実験結果を比較し、提案した in vitro 実験系の妥当性を評価した。 
 
6.2	 光増感反応中の in vitro 心筋細胞電位変化 
	 ラット心筋細胞における細胞外光増感反応による電位変化を膜電位感受性色素を用いて




	 5.2.1.2 項記載のものと同じラット心筋細胞を、35 mmφ の培養皿上に設置した 10 mmφ の
カバーガラスに 1.2×103 cells/mm2 の密度で播種し、5.2.1.2 項記載の培養用培地を用いて培養
した。心筋細胞は 37℃、5% CO2 に設定されたインキュベータ内で培養し、1 日おきに培地
交換を行った。心筋細胞がコンフルエントになる培養 3-7 日目に光増感反応を行った。 
 
6.2.1.2	 タラポルフィンナトリウム溶液灌流チャンネル系 
	 設計したタラポルフィンナトリウム溶液の灌流チャンネルを図 6-1 (a) に示す。チャンネ
ル内にタラポルフィンナトリウム溶液を流すことで、励起光が照射される光増感反応領域
に対して未反応の溶液を連続注入し、酸素および薬剤を連続的に供給することができる。
灌流チャンネルの幅は、細胞を培養した 10 mmφ のカバーラスの端を固定し、かつ培養部分
が観察に使用できるように 8 mm とした。灌流チャンネルの長さは、顕微鏡観察に使用する
流路の中央にて流れを発達した層流にするために、助走距離を考慮して 40 mm とした。灌
流チャンネルの深さは、顕微鏡の水浸対物レンズ (6.2.1.3 項参照) の焦点距離に合わせて 3 
mm とした。灌流チャンネルの底面に心筋細胞を培養したカバーガラスを設置した。タラポ
ルフィンナトリウム溶液は 5.2.1.2 項記載の方法で調製し、溶液の濃度は in vivo 実験の血漿
中薬剤濃度に合わせて 20 μg/ml とした [1]。ポンプは 0.2×10-6-0.7 ml/s で溶液を注入できる
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微量シリンジポンプ (YSP-201, ワイエムシィ, 京都) を用いた。灌流する溶液の流速は、予
備実験にて 0.4 mm/s と 1 mm/s を比較し、シェアストレスによりカバーガラスから心筋細胞
が剥がれず、かつ心筋細胞の自発拍動が停止しない流速として 0.4 mm/s (流量 9.6×10-3 ml/s) 
を採用した。溶液の粘性を 9.6×10-3g/cm･s としたとき、この流れのレイノルズ数は 1.3 であ
り、溶液流れは完全な層流である [2]。灌流チャンネルの底板の下に温度制御ユニット 








リウムの Soret 帯、Q 帯吸収ピークを避けた吸収が小さな波長領域に励起および蛍光ピーク
波長 (522 および 535 nm) が存在するため、この膜電位色素を選定した [4]。心筋細胞の経
時的な蛍光変化計測のために用いた蛍光観察実験系を図 6-1 (b) に示す。高感度かつ高速で
蛍光計測ができるニポウ式共焦点ユニット (CSU-X1, 横河電機, 東京) を搭載した正立型
顕微鏡 (BX51WI-FL-IRDIC, オリンパス, 東京) を用いた。顕微鏡の 40 倍の水浸対物レンズ 
(NA = 0.8, WD = 3 mm) (LUMPlanFL40x, オリンパス, 東京) を通して膜電位色素励起用のア
ルゴンイオンレーザ (波長 488 nm) (800BL, National Laser, ソルトレイクシティ, アメリカ) 
を細胞の上方向より照射した。励起条件は対物レンズの焦点面にて約 30 mW/cm2、露光時
間 20 ms とした。膜電位色素の蛍光は 520-535 nm のバンドパスフィルタ (YOKO520/35, 
Semrock, ロチェスター, アメリカ) を通し、電子増倍付 CCD カメラ (512×512 pixels) 
(DU897, Andor Technology, ベルファスト, イギリス) で検出した。検出度向上のため、複数
ピクセルの情報を結合させて擬似的に受光面積を増やす手法 (ビニング) を用いた。今回は
隣り合った 8×8 の pixel を 1 pixel とみなしたため、蛍光画像は 64×64 pixels となる。蛍光画
像は 1 s あたり 49 フレーム、サンプリングレート約 20 ms で記録した。1 枚の蛍光画像画面
に平均 60 個の心筋細胞が含まれている。灌流チャンネル内の心筋細胞に推奨値 (1000 倍) 
で希釈した膜電位色素溶液を加え、室温にて 10 min 間遮光接触させた。膜電位色素溶液を
吸引除去し、心筋細胞を PBS (-) にて 1 回洗浄した後、6.2.1.2 項記載の方法で調製したタラ
ポルフィンナトリウム溶液を心筋細胞に加え、溶液は流さずに 37℃のインキュベータ内で
15 min 間遮光接触させた。このタラポルフィンナトリウム溶液の接触時間は in vivo 実験で
の薬剤投与から励起光照射開始までの時間に合わせた (6.3.1.1 項参照)。663±2 nm に中心波
長を持つ連続波長半導体レーザ (Rouge-LD, サイバーレーザー, 東京) をタラポルフィンナ
トリウムの励起に使用した。膜電位色素励起用のレーザ光と同様、40 倍水浸対物レンズを
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通して 663 nm 光を照射した。対物レンズの焦点距離 3 mm と開口数 0.8 より、出射ビーム
は溶液中で上面 4.5 mmφ の逆円錐形になる。細胞培養カバーガラス上の 0.14 mmφ の焦点面
にて励起光の放射照度が 5, 10, 15, 30 mW/cm2 となるようにした (各照射条件で N=5-9)。溶
液灌流と励起光照射を同時に開始した。膜電位色素蛍光の 100 s 以上の連続観察は細胞に障
害を与えることが予備実験にて明らかであった。そこで、膜電位色素の励起光とタラポル
フィンナトリウムの励起光をスイッチングして、膜電位色素の蛍光を間欠的に測定した。
照射サイクルを図 6-3 に示す。膜電位色素の励起光を 5.5 s、タラポルフィンナトリウムの励
起光を 30 s 照射する操作を照射の 1 サイクルとし、このサイクルをタラポルフィンナトリ
ウム励起光の照射時間が 300 s となるまで繰り返した。測定した蛍光画像から以下のプロセ
スを介して電位波形を得た。蛍光輝度の各ピクセルを 16 bit でデジタイズし、蛍光輝度を画




測 1 サイクルの振幅値は、この間に計測される十数回の拍動のうち無作為に選択した 5 拍
動での平均振幅とした。タラポルフィンナトリウム励起光の照射開始直前の計測値で電位
振幅を正規化した。光増感反応が心筋細胞活動電位に与える効果を評価する基準として、






チングによる影響を検討する 2 つの対照実験を行った。 
1) 【対照実験 1】膜電位色素の励起光 (488 nm) による膜電位色素のフォトブリーチング
の影響：膜電位色素の励起光 (488 nm) と灌流は 6.2.1.3 項記載の実験と同条件で行い、
灌流溶液はタラポルフィンナトリウムを含まない培養用培地とし、タラポルフィンナト




2) 【対照実験 2】タラポルフィンナトリウムの励起光 (663 nm) による膜電位色素のフォ
トブリーチングの影響：膜電位色素の励起光 (488 nm) に関する条件を、放射照度約 70 
mW/cm2、蛍光画像取得 1 s あたり 90 フレーム、サンプリングレート約 10 ms とし、他
の条件は 6.2.1.3 項記載の実験と同条件で行った。タラポルフィンナトリウムを含まない
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培養用培地を使用し、測定中の溶液の灌流は行わなかった。タラポルフィンナトリウム
の励起光 (663 nm) 放射照度を 120 mW/cm2 とした。膜電位色素の励起光を 10 s、タラ
ポルフィンナトリウムの励起光を 60 s 照射する操作を照射の 1 サイクルとし、このサイ
クルをタラポルフィンナトリウムの励起光の照射時間が 300 s となるまで繰り返した。
照射サイクルを図 6-5 (a) に示す。対照実験 1 と同様の方法で膜電位色素の励起光照射
時の蛍光強度減少およびフォトブリーチング由来の一重項酸素による影響を評価した。 
また、488 nm および 663 nm 光の吸収エネルギーをタラポルフィンナトリウムの吸収係数お
よび励起光照射時間から推定することにより、タラポルフィンナトリウムの膜電位色素励
起光 (488 nm) による光増感反応惹起の影響を評価した。488 nm の吸収エネルギーが 663 





	 図 6-6 に心筋細胞の自発拍動による膜電位色素蛍光輝度の代表的な変化を示す。縦軸の蛍
光輝度は 6.2.1.3 項に記載した理由から相対電位とみなせる。計測した電位波形は報告され
ている心筋細胞の膜電位波形とほぼ同様の形状を示した [5]。対照実験 1, 2 の結果を以下に
示す。 
1) 【対照実験 1】膜電位色素の励起光 (488 nm) による膜電位色素のフォトブリーチング
の影響：図 6-4 (b) に示すように、励起光の照射時間あたり約 0.34%/s の速度で蛍光輝度




2) 【対照実験 2】タラポルフィンナトリウムの励起光 (663 nm) による膜電位色素のフォ
トブリーチングの影響：図 6-5 (b) に示すように、663 nm 光を 300 s 間照射した後の蛍
光強度減少は約 20%であった。図 6-5 (c) に示す拍動間隔は、観察サイクル開始時の値
で正規化すると観察サイクル後は 1.0±0.1 であった。対照実験 2 は、タラポルフィンナ
トリウムの励起光の効果に加え、対照実験 1 の結果で示した膜電位色素の励起光による
フォトブリーチングの影響を含んでいる。対照実験 2 における 488 nm 光の照射条件は










変化を最小二乗法を用いて以下の式 (6-1) にフィッティングした。 
	 	 	 	 	 𝑦 = 𝛼 exp(𝛽𝑡) + 𝛾 exp(𝛿𝑡) 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (6 − 1) 






を図 6-8 に示す。5-30 mW/cm2 の放射照度内で有効放射照射量が単調に増加した。この増加
傾向は、放射照度の増加に伴う光増感反応のエネルギー効率の低下を意味する。図 6-8 にお
ける放射照度の最大値 (30 mW/cm2) と最小値 (5 mW/cm2) の有効放射照射量を比較すると、
30 mW/cm2 の有効放射照射量は 5 mW/cm2 の約 1.8 倍であった。これを光増感反応効率に言
い換えると、30 mW/cm2 は 5 mW/cm2 の約 60%のエネルギー効率であった。 
 
6.3	 光増感反応中の in vivo 心筋電位変化 
	 イヌの上大静脈内壁に位置する心筋組織における細胞外光増感反応による電位変化を電




	 体重 9.9 kg、月齢 8 ヶ月のビーグル犬を使用した。動物実験はヘルシンキ宣言を遵守して
おり、動物実験実施施設 IVTeC (アイビーテック成田ラボ, 千葉) の動物倫理委員会の承認
の下で行った。右心房の上部に結合する上大静脈の内壁に位置する薄い心筋組織に対して
光増感反応を行った。10 mg/kg のケタミンおよび 2 mg/kg のキシラジンを用いてイヌを鎮静
した。その後、イソフルラン 2-5%含有医療用酸素ガス (1.5-2.0 L/min) を気化器より送気し
全身深麻酔を行った。後述するレーザカテーテルを上大静脈へ導入するために、右大腿静
脈に順行性に 8 Fr のロングガイディングシース (Fast-CathTM SR0, St. Jude Medical, セント
ポール, アメリカ) を挿入した。心筋の電位計測に用いる 10 対のバイポーラ電極を持つ環
状電極カテーテル (Lasso® catheter, Biosense Webster, アーバイン, アメリカ) を上大静脈へ
導入するため、右外頸静脈に順行性に 8 Fr のショートシース (Radifocus® Introducer II, テル
モ, 東京) を挿入した。上大静脈内での電極カテーテルおよびレーザカテーテルの配置を図
6-9 に示す。レーザカテーテルは洞房結節の少なくとも 10 mm 上部に、電極カテーテルはレ
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ーザカテーテルの 2-4 mm 上部にそれぞれ固定した。タラポルフィンナトリウムを 0.9%の生
理食塩水 (大塚生食注, 大塚製薬, 東京) に溶解した溶液を2.5 mg/kgの濃度で左大腿静脈か
らイヌに投与した。663 nm に中心波長を持つ連続波長赤色半導体レーザ (Optical Fuel, ソニ
ー, 東京) をタラポルフィンナトリウムの励起に用いた。タラポルフィンナトリウムが間質
中に高濃度で分布していると推定される投与後 15 min 後から、励起光を 180 s 間照射した 







レーザ照射に使用した環状側射型レーザカテーテルを図 6-10 (a) に示す。上大静脈内壁の
心筋と接するリング部分外側から拡散光が出射されるように本レーザカテーテルは設計さ
れている [9]。励起光の照射により数 mm の高さを持つリング形の障害領域が上大静脈内壁




る。中心以外の 4 つのルーメンのうち中心を挟んだ 2 つにはそれぞれ光拡散体と、直径可
変のためのテンションワイヤーが挿入されており、残りの 2 つは空洞である。光拡散体は
柔軟性のある 250 μmφ のプラスチック光ファイバーで、均一な拡散光が長さ 80 mm のブラ
スト加工部分から出射される。拡散光の強度は拡散体からの距離の関数となり正確な放射
照度の計測が難しいため、放射照度の単位 [W/cm2] ではなく、慣習的に単位長さあたりの
放射パワー [W/cm] で表記される [10, 11]。本論文ではこの表記に従っている。レーザカテ
ーテルからの励起光の単位長さあたりの放射パワーを 25 mW/cm とした。予備実験で計測し




ムは x 軸から約±30°であり、このメインビーム内の平均相対放射強度は最大相対放射照度 
(図 6-10 (c) の x = 0 での値) の 0.68 倍となる。単位長さあたりの放射パワー25 mW/cm が得
られるようにレーザカテーテルに光を入力した際の、図 6-10 (c) の x = 0 での放射照度の実
測値を 0.68 倍した値 (34 mW/cm2) をカテーテル表面の放射照度 [mW/cm2] とみなした。 
 




時に静脈血を採取し、血液抗凝固剤である EDTA-2K を含む採血管 (Venoject®, テルモ, 東
京) に注入した。血液サンプルを 1.9×103 g で 5 min 遠心分離し、血漿を分離した。微量分
光光度計 (Colibri Microvolume Spectrometer, Titertek-Berthold, プフォルツハイム, ドイツ) 








	 ホルマリン固定後の展開した上大静脈を図 6-11 に示す。肉眼での観察から、上大静脈内
壁には血流方向に沿って帯状の薄い心筋組織が分布していることがわかった。HE 染色した
組織標本の顕微鏡観察より、上大静脈内壁の障害領域での心筋厚みは 0.50-0.76 mm であっ






テルの 3-4 および 11-12 番電極の 2 対に限られていた。光増感反応の前後にこの 2 対の電極
で測定した心筋電位を図 6-12 (b)に示す。両電極対において、光増感反応後に活動電位波形
の振幅が減少していた。この 2 対の電極の励起光照射中の電位振幅変化を図 6-13 に示す。
連続的に電位計測ができたこの 2 対においても、上記の接触状況より電位は変動を含んで
いた。この電位変動にもかかわらず、105 s から 120 s にかけて光増感反応による心筋電位
減少が明確に生じた。接触による電位変動の影響を避けるために、電位の正規化にあたっ
ては 0-105 s までの電位の平均値を光増感反応前の代表値とし、この平均電位値が 1 となる
ように正規化した。グラフ中の各データポイントを直線で結び、初期電位振幅値の 1/e にな
るのに必要な照射時間を求めたところ、3-4 および 11-12 番電極対で、それぞれ 175 s およ
び 118 s となった。光増感反応前および光増感反応開始 5 min 後で、血漿中のタラポルフィ
ンナトリウム濃度はそれぞれ 21 μg/ml および 16 μg/ml と測定され、これは in vitro 実験で用
いた濃度 (20 μg/ml) の±20%に含まれていた。 
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6.4	 考察 
6.4.1	 In vitro 実験における酸素供給 
	 ヘモグロビンに化学的に溶解している酸素が存在する in vivo モデルと、in vitro モデルの
酸素環境を同じにするのは困難である (4.4.2 節参照)。本節では設計した in vitro モデルの酸
素供給の改善効果について、光増感反応効率の点から議論する。 
	 反応領域内の酸素、光感受性薬剤、および光感受性薬剤の励起光のバランスが光増感反
応の効率に影響をおよぼす。6.2.1.3 項の in vitro 実験において、放射照度が 5 mW/cm2 から
30 mW/cm2 に増加したとき、光増感反応効率が約 40%低下した。通常、励起光強度が増加




と考えられる。ここで、6.2.1.3 項の in vitro 実験の光増加反応効率の低下を報告例と比較す
ることで酸素改善の効果を検討する。比較には心筋細胞およびタラポルフィンナトリウム
を用いた in vitro 実験報告を用いる [12]。光増感反応による光感受性薬剤蛍光のブリーチン
グ速度が光増感反応効率に比例するとみなし [15]、報告例の光増感反応効率と酸素濃度減
少の関係を求めた。報告例においては、初期値から 70%の酸素濃度減少により 97.5%の光増
感反応効率の低下が生じていた。6.2.1.3 項の in vitro 実験では 40%の光増感反応効率低下が






	 	 	 	 	 [O3] = [O3]5 exp 6−𝑘𝑥𝑣 : 	 	 	 	 		 	 	 				 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (6 − 2) [O3]5 (mol/mm3) は光増感反応領域の上流での酸素濃度、k (s-1) は光増感反応中の酸素の消
費レート、v (mm/s) は流速、x (mm) は反応領域の幅を表す。放射照度と酸素消費レートが
比例関係にあると仮定して、過去の報告から酸素消費レートを 0.15 と算出した [12]。6.2.1.3
項記載のように、タラポルフィンナトリウムの励起光は溶液中で上面 4.5 mmφ の逆円錐形
となっているため、反応領域幅 xにはこの逆円錐形の半分の高さでの直径と同じ x = 2.25 mm
を用いた。反応領域上流での酸素濃度で正規化した、反応領域内の相対酸素濃度分布を図
6-14 (a) に示す。反応領域内で酸素濃度相対値は単調に減少し、流速 0.4 mm/s のとき、下流
端では初期値の 40%程度となった。反応領域端 (x = 2.25 mm) での相対酸素濃度の流速依存
性を図 6-14 (b) に示す。灌流による改善効果は、流れがない v = 0 mm/s の酸素濃度を基準と
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して比較するのが妥当だが、式 (6-2) では v = 0 mm/s とすると不定になるので、0.4 mm/s
の 5%に相当する v = 0.02 mm/s を基準とした。式 (6-2) を用いると v = 0.4 mm/s のときの反
応領域内の酸素濃度は、v = 0.02 mm/s での濃度の約 9.7 倍と計算できるため、流れによる十
分な反応中酸素濃度の改善が認められる。以上、報告例との比較および溶液流れによる反
応領域内での酸素濃度改善の計算より、6.2.1.3 項の in vitro 実験系では従来の in vitro 系より
も in vivo に近づけた酸素環境を実現できた。 
流れにより in vitro モデルの酸素供給を改善したが、血流のある in vivo と同等の酸素供給
は実現できていない。In vitro で酸素供給量をさらに増やすために、溶液の流速を増加させ
る方法がある。実施した in vitro 実験の流速は、シェアストレスによる心筋細胞の基板から
の剥離で決まっている。6.2.1.2 項記載の灌流チャネルと同オーダの寸法の流路を使用した
他の in vitro 実験報告では、1-3 mm/s の流速を用いているため [17, 18]、細胞の接着をより
強固にすれば細胞剥離を生ぜずに流速を上昇させる可能性がある。例えば 6.2.1.2 項記載の
灌流チャネルで 3 mm/s の流れを用いた場合、6.2.1.3 節記載の実験で用いた 0.4 mm/s の約 1.4
倍の酸素供給ができる。流速を上昇させるには、細胞剥離を防止するため、1) 培養液の粘
性を下げる、2) 細胞の基板に対する接着性を上げる、改善が必要である。後者については、
5.3.4 節記載の方法と同様の工夫が有効であると考えられる。In vitro 反応領域内の酸素供給
量を増やす他の方法として、反応溶液中にヘモグロビンを添加して化学溶解量を増やす方




6.4.2	 In vivo 実験における光感受性薬剤濃度と励起光強度の関係 




率に強く影響する可能性がある [20]。6.3.1 節の in vivo 実験における光感受性薬剤濃度と励
起光強度の関係を、光増感反応により電気伝導遮断効果が生じた類似の報告と比較するこ
とで、光増感反応効率を検討する [21]。実験条件の違いを確認すると、報告では 6.3.1 節の
実験 (20 μg/mL) の約 1.5 倍の光感受性薬剤濃度 (33 μg/mL) と、6.3.1 節の実験 (25 mW/cm) 
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6.4.3	 In vitro および in vivo 実験における有効放射照射量の比較 
	 In vitro と in vivo の実験結果を同一基準で比較するために、本第 6 章では有効放射照射
量という基準を設定した (6.2.1.3 項参照)。In vivo での有効放射照射量を求め、図 6-8 に示
す in vitro での有効放射照射量と比較する。6.3.2 節記載の in vivo 実験結果から、電位振幅が
初期の 1/e に減少するまでに必要な光照射時間は 118 s および 175 s である。In vivo における
有効放射照射量を算出するために、心筋組織内での放射照度を推定する。In vivo 実験で用





とも最大厚みの 1/2である 0.38 mmでは電気伝導性が消失していたと考えられる。そのため、
0.38 mm を以下で代表値として用いる。生体組織中の放射照度 I (z) の減衰は、ランバート
ベールの法則を用いて 
	 	 	 	 	 𝐼(𝑧) = 𝐼5 exp(−𝜇@AA𝑧) 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (6 − 3) 
と書ける [23]。ここで μeff は実効的な減衰係数を示し、吸収係数 μa および等価散乱係数 μs’
を用いて 
	 	 	 	 	 𝜇@AA = C3𝜇D(𝜇D + 𝜇EF )	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (6 − 4) 
と書ける [23]。哺乳類の心筋組織の吸収係数および等価散乱係数はほぼ変化無いと考え、
ブタ心筋組織の 664 nm における各係数の文献値 (μa = 0.21 mm-1, μs’ = 2.0 mm-1) を利用し 
[24]、式 (6-4) を用いて実効的な減衰係数を 1.18 mm-1 と算出した。6.3.1.2 項記載のように、
単位長さあたりの放射パワー25 mW/cm で、励起光を照射した際のレーザカテーテル表面の
放射照度は 34 mW/cm2 である。心筋の表面から最大厚み 0.76 mm までの放射照度を上記の
減衰係数および式 (6-3) を用いて計算し、上記の光照射時間を乗じて求めた、心筋表面か
らの深さと有効放射照射量の関係を図 6-15 に示す。代表値とした z = 0.38 mm において放射
照度は 22 mW/cm2 であり、有効放射照射量は 2.6-3.9 J/cm2 と計算される。In vitro の有効放
射照射量は、22 mW/cm2 のとき、図 6-8 より約 6 J/cm2 である。このように in vivo と in vitro
モデルの有効放射照射量のオーダーが一致したことは、両モデルで同じオーダーの効率で
光増感反応が生じていたためと考えられる。よって、酸素環境の改善および電位に関する
基準の設定により、in vivo 状況を検討できる in vitro モデルの設計ができたと思われる。 
	 5.2.2.2 節記載の接触電位計測下の in vitro 実験において、86 mW/cm2 で光増感反応を行っ
たとき、電位が初期値の 1/e に達する減衰時間は 20.1 s であった。放射照度と減衰時間を乗
じると有効放射照射量は 1.7 J/cm2 と計算され、この有効放射照射量は 6.2.1.3 項の in vitro 実
験の半分以下と大幅に高効率な値となった。しかし、両 in vitro 実験で同じ放射照度で実験
を行っておらず、溶液内の酸素環境も異なると考えられるため、比較は難しいと思われる。 
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6.4.4	 本研究の limitation 
	 本研究の limitation は 4 つある。1) in vitro 実験において流した溶液の流速をパラメータと
した調査を行っていない。また、酸素濃度の実測を行っていない。2) in vitro および in vivo
両方の実験においてヒト心筋/心筋細胞を用いていない。3) in vitro および in vivo 実験におけ
る電位信号源が異なる。In vitro 実験では心筋細胞の自発電位を測定しているのに対し、in 
vivo 実験では洞房結節を発端とし、心筋組織を伝導した電位を測定している。4) in vivo 実験








本研究の要点である、in vivo と in vitro における活動電位を用いた障害の比較評価、およ
び in vitro 実験系での酸素供給改善に関して文献的に調査し、本研究の新規性を明確にする。 




細胞障害を活動電位で評価した報告に関して [6, 7, 32-49]、in vivo と同様に上記の 5 項目に
関して調査した。光増感反応に使用する薬剤、細胞の種類、電位計測法は異なるものの、
本研究と作用機構が同一で、活動電位の振幅を用いて障害評価をしている報告が複数ある 
[32-38]。本研究では、作用効率を基準として in vitroモデルと in vivoを比較することで、in vivo
の作用を推測できるような in vitro モデルを作成した。同じ作用に対して in vitro 実験と in 
vivo 実験を同時に実施している報告として、光増感反応を用いた抗菌治療の基礎研究がある 
[50]。この報告では in vitro と in vivo で同一の反応条件を用いているが、in vitro と in vivo の
光増感反応作用を、光増感反応後の残細胞数で比較している。また、in vivo での光強度に関
して、組織内の光侵達長を考慮していない。In vivo と in vitro との酸素環境の違いに関して
も考慮していない。また本研究では、in vitro において溶液流れを用いた酸素供給の改善を
行っている。類似した流路系が虚血再灌流障害や人工肝臓の in vitro モデルにおける酸素供
給の制御に一般に用いられているが [51-58]、本研究のように溶液を流しながら色素の蛍光
計測を行っている文献は少ない。以上要するに、心筋細胞に対する光増感反応による活動
電位障害の検討を行うという観点における、本研究の新規性は以下の 3 項目である。 
1) In vitro と in vivo での光増感反応による障害作用を、反応のエネルギー効率を用いて比
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較した点。 
2) In vivo で電位測定、光励起作用の 2 つの観点から薄い心筋組織を採用し、さらに組織内
光強度の計算も含んでいる点。 
3) In vitro において、酸素供給量を貯留系より増やした実験系を使用している点。 
 
6.5.2	 光線力学的治療の基礎研究における作成した in vitro モデルの応用 
	 本第 6 章で作成した、光線力学的治療による心筋細胞の電位障害を研究するための in vitro
モデルは、心筋細胞と同様に電位計測による機能の評価が一般的に行われている神経組織
に対して応用できる可能性がある。光増感反応による神経組織に対する影響の検討が必要











る励起光の照射条件は、50-70 mW/cm2、照射時間 140-800 s (炎症性皮膚病の場合) と 6.2.1.3
項記載の in vitro 実験条件と同オーダーである [59]。光感受性薬剤 5-ALA の一重項酸素の量
子収率は 0.54 であり [61]、本研究で使用したタラポルフィンナトリウムの 0.7 倍である。
基礎実験で用いられる薬剤濃度は 20-2000 μg/ml と幅があるが [60]、6.2.1.3 項記載の実験と
同様 20 μg/ml の場合、一重項酸素産生量は 0.7 倍程度と概算される。薬剤濃度が 6.2.1.3 項
記載の実験と同オーダーであれば、本実験と同オーダーの効率で光増感反応が起こり、酸

















	 本章では、光増感反応により生じる酸化障害による心筋細胞の即時的な電位変化を in 
vitro で測定する手法として、膜電位感受性色素を使用した。タラポルフィンナトリウム溶
液の灌流系を設計し、in vitro モデルの酸素供給を改善した。流速 0.4 mm/s で溶液を流すこ
とにより、0.02 mm/s の場合と比較し約 9.7 倍の酸素供給の改善を行うことができた。光増
感反応による活動電位変化を in vitro モデルと in vivo モデルで比較するために、両モデルで
共通に測定できる電位振幅に関する基準を定義した。電位振幅が初期値の 1/e に減少するま
でに必要なエネルギーを in vitro および in vivo モデルで比較したところ、エネルギーのオー
ダーが一致したことから、心筋細胞/心筋の電位に与える効果の観点では、in vivo 調査に有
効な in vitro モデルの設計ができたと思われる。  
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図 6-1	 光増感反応による心筋細胞電位変化計測のための in vitro 実験系 
(a) タラポルフィンナトリウム溶液の灌流チャンネル 
(b) 共焦点レーザー顕微鏡を使用した膜電位感受性色素蛍光計測系 
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図 6-4 【対照実験 1】膜電位感受性色素励起光 (488 nm) による膜電位感受性色
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図 6-5 【対照実験 2】タラポルフィンナトリウム励起光 (663 nm) による膜電位
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図 6-6	 ラット心筋細胞の自発拍動による膜電位感受性色素の蛍光輝度変化 (in 
vitro モデル) 




























変化 (in vitro モデル) (N=5-9, 標準偏差を一部のプロットに表示, t 検定による p
値を表示, プロットが重畳する部分は横方向にプロットをずらして表示)  
膜電位感受性色素の蛍光輝度変化を心筋細胞の膜電位変化とみなした。 






























[mW/cm2]y = αexp(βt) + γexp(δt)
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5 mW/cm2 10 mW/cm2 15 mW/cm2 30 mW/cm2
α 0.808 0.625 0.517 0.576
β -0.001 -0.001 -0.001 -0.002
γ 0.200 0.375 -0.479 0.424
δ -0.043 -0.091 -0.022 -0.030
R2 0.79 0.96 0.97 0.99





図 6-8	 定義した有効放射照射量の放射照度依存性 (in vitro モデル) 
有効放射照射量の定義は 6.2.1.3 項参照 























































ルの設置状況 (in vivo モデル) 




Side firing ring laser catheter
(15.5-20.0 mmφ)
10 bipolar electrode pairs 


























(1) Tension wire to adjust circle size
(2) Ni-Ti wire to maintain ring shape






















































組織における活動電位波形 (in vivo モデル) 
(a) 光増感反応開始前の心筋活動電位波形 
(b) 電極対 3-4 および 11-12 での光増感反応開始前および光増感反応開始後の活
動電位波形。II induction は心電図の第 2 誘導電位を示す。電極カテーテルの
10 対の電極のうち、電位が時間的に安定して計測できた 2 電極の結果を表示 










(a) just before (b) immediately after
Electrode 11-12 Defined 
amplitude







位変化 (in vivo モデル) 





































1/e of the average of 0-105 s








図 6-14	 溶液流れによる酸素濃度の改善 (in vitro モデル) 
(a) 反応領域入口の濃度にて正規化した反応領域内の正規化酸素濃度分布 
























































Distance from surface [mm]
electrode 11-12 (118 s)
electrode 3-4 (175 s)
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第 7 章	 結論 
 
 
	 本論文では、in vivo 心筋組織に対するタラポルフィンナトリウムを用いた光増感反応によ










心筋細胞の活動電位障害を研究するための in vitro モデルを提案した。著者は、溶液流れに
より in vitro モデルにおける酸素供給を改善し、低侵襲な計測法で実施した in vitro 心筋細胞





第 6 章では、接触電位計測よりも侵襲性がやや高いが、本研究の in vitro 実験に採用すべき
低侵襲な電位計測法である、膜電位感受性色素の蛍光計測法を用いて活動電位を測定した。
酸素供給の改善の見積もりでは、流速 0.4 mm/s で溶液を流すことにより、0.02 mm/s の場合
と比較し約 9.7 倍の改善が得られることがわかった。この in vitro モデルとの比較に用いる
in vivo モデルとして、光増感反応による貫壁性の障害が実現可能で、かつ電位計測が心筋全
層で実施できるようなイヌ上大静脈壁の厚さ 1 mm 以下の心筋組織を採用した。安定した接
触が可能な環状カテーテルをレーザ照射および電位計測に用いて光増感反応および接触電
位計測を行うことを提案し、洞調律伝導電位の減少を調査した。光増感反応による活動電
位障害を in vitro モデルと in vivo モデルで比較するために、両モデルで共通に測定できる電
位振幅に関する基準を定義した。電位振幅が初期値の 1/e に減少するまでに必要なエネルギ
ーを in vitro および in vivo モデルで比較したところ、それぞれ約 6 J/cm2 および 2.6-3.9 J/cm2
となり、オーダーが一致した。この結果より、in vitro および in vivo において同オーダーの
効率で光増感反応障害が起きていると考えられた。本研究で提案した in vitro モデルの、皮
膚および悪性脳腫瘍に対する光線力学的治療への適用拡大に関して述べた。 
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以上本研究では、in vitro モデルにおける酸素環境の改善および、共通の電位基準を用い
た両実験の比較により、これまで作用条件の関連付けの行えなかった in vitroモデルと in vivo
モデルにおいて、同オーダーの光増感反応障害効率を実現することで関連付けが行えるこ
とを示した。これにより、光増感反応による酸化作用に対する即時的な in vivo 心筋活動電
位障害を検討できる、in vitro 心筋細胞モデルが作成できた。このモデルは活動電位障害に
対する光増感反応の影響を検討するのに有用と考えられる。 









	 本論文では、以下の表 A-1 に定義する放射照度 (Irradiance) および放射照射量 (Radiant 
exposure) を用いて光照射条件を表記した。光生物学および光化学の分野における光計測お
よび光照射に関する用語について、国際照明委員会  (International Commission on 













拡散光の放射強度 [W/cm] 単位長さあたりの放射パワー 
 
A.1.2	 記号説明 
	 本論文では、生体内での光伝搬に関する下記の表 A-2 の係数について、SI 単位系ではな
く慣用表現を用いている。 
 
表 A-2	 光学記号の一覧 
Symbol  Definition  Unit 
μa 吸収係数 (Absorption coefficient) mm-1 
μs 散乱係数 (Scattering coefficient) mm-1 
μs’ 等価散乱係数 (Reduced scattering coefficient) mm-1 
μeff 減衰係数 (Attenuation coefficient) mm-1 
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